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UTILISATION DE LA B2-GLYCOPROTEINE I SOUS AU MOINS 
UNE DE SES FORMES COMME AGENT ANTI-INFECTIEUX ET 
COMPO SITION PHARMACEUTIQUE CORRESPONDANTE. 

L' invention concerne 1' utilisation d'une proline 

5 plasmatique comme agent anti-infectieiix et une . composition 
pharmaceutique injectable contenant ladite proline. 

On sait que la B2-glycoprot6ine I, ci-apres en abregg 
"B2GPI", est une glycoprot&ne plasmatique, dont la sequence a 6t6 
notamment indiqu^e dans les articles de J. LOZIER et coll. Proc. Natl. 

10 Acad. Sci. ISA, Vol. 81, pages 3640-3644, Juillet 1984 et de T. 
KRISTENSEN et coll., FEBS Letters, Vol. 289, 1991, pages 183-186. 
La B2GPI est dgalement appelde Apolipoprot&ne H. II a 6t6 constate 
que cettre prot6ine presente un polymorphisme : la denomination 
B2GPI sera ci-apres cohsidere'e comme gene*rique pour toutes les 

15 formes; 

Dans la demande internationale WO 94/18569, on a 
indique que certains composes viraux se fixaient de facon specifique 
sur.une forme de B2GPI, a savoir celle decrite dans la demande de 
brevet fran?ais 2 701 263, que cette forme de B2GPI soit a Fftat pur ou 

20 dans une composition proteinique la contenant ; cette forme de B2GPI 
est isoiee a partir du re*sidu fixe sur la (les) colonne(s) de 
chromatographic d'affinite utilises) dans le procede de purification de 
l'albumine du plasma sanguin decrit dans FR-A-2 690 444 ; elle a un 
poids moieculaire de 50 000 + 3 000 daltons ; dans le cadre de la 

25 prisente demande de brevet, cette forme de B2GPI a ete designee en 
abrdg6 par "B2'GPI". On a done propose dans WO 94/18569 un 
precede de detection et/ou de v dosage de composes viraux, dans lequel 
on fixe les composes viraux (CIV) a l'aide de B2'GPI. Dans un tel 
precede, on ajoute done la B2'GPI sur des CIV contenus dans un 

30 materiau biologique, de facon a sSparer les CIV ainsi capture's pour 
ensuite les detecter et/ou les doser. 

Selon la pr6sente invention, on a maintenant trouv6 que, de 
facon inattendue, la B2-glycoproteme I a un effet anti-infectieux in vivo 
et in vitro sur les agents infectieux. Un objet de 1' invention est done 

35 l'utilisatidn de la B2GPI pour la preparation de medicaments destines a 



WO 96/04006 



PCT/FR95/01030 



combattre les agents infectieux. Les applications du procdd6 selon 
Tinvention sont avantageuses en m^decine humaine ou vdt6rinaire. 
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selon Tinvention, la B2GPI peut etre d'origine animale ou, peut etre 
produite par voie gfn&ique et/ou syntheuque. La B2GPI peut etre 
utilisee sous la forme de 62'GPI deTmie ci-dessus. Elle peut etre mise 
en oeuvre sous forme d'une composition protemique, de preference la 
composition prot&nique aqueiise obtenue par elution d'une colonne de 
chromatographie d' affinity dans le procdde" de purification de 
l'albumine humaine d6crit dans FR-A-2 690 444. Elle peut etre utilisee 
purifiee ou en melange; elle peut Stre utilisee ind£pendamment et/ou 
successivement avec au moins un compose" injectable et/ou biologique. 

Par agent infectieux, on entend ici, de facon generate, un 
compose" infectieux, notamment d'origine biologique ou produit par 
15 voie gdndtique et/ou synthetique, susceptible de provoquer des 
desordres in vivo et/ou in vitro, notamment des maladies infectieuses. 
Les composes infectieux sont d6sign6s ci-apres, en abregd, par "CI". 

Ces CI, notamment pour l'effet in vivo, sont aussi bien des 
composes, en particulier protemiques, constitutifs d'un agent 
20 infectieux, que des structures qui comprennent des composes 
infectieux. Ces structures sont, notamment, ou bien des agents 
infectieux endogenes ou exogenes, complets ou incomplets, leurs 
metabolites ou encore des assemblages contenant des composes 
constitutifs de ces agents infectieux, assemblages qui pr&entent 
25 certaines propri<§t6s desdits agents infectieux, notamment la propri&e" 
d'etre d£tect£s par certains anticorps specifiques de composes 
infectieux. Les CI peuvent etre aussi des composes specifiquement 
induits dans l'organisme par les CI prec£demment definis, ou par 
l'expression de genes s'exprimant de facon anormale. Par exemple un 
30 acide nucl£ique syntheYique peut transferer une cellule animale et est 
done est un CI. 

On a, notamment, constate que Ton pouvait utiliser 
la B2GPI pour le traitement d'une maladie infectieuse incluse dans le 
groupe forme" par 1* hepatite B, l'herpes simplex, la deficience 
35 immunitaire gener£e par HIV1, HIV2 ou SIV, la leishmaniose, le 
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paludisme, la toxoplasmose, 1'amibiose, la candidose, l'aspergillose, 
les borellioses, les leucdmies et les myotomes. 

La p ieseiite invention d egalenieut pom objel uii e~ 
composition pharmaceutique contenant, dans un support 
5 pharmaceutiquement acceptable, au moins un agent anti-infectieux 
caractense" par le fait qu'elle contient, comme agent anti-infectieux, une 
quantit6 active de B2GPI sous au moins une de ses formes. 

Dans le cas du traitement des mammiferes, en particulier 
l'homme, une dose totale de 8 a 80 mg de proline active par kg de 
10 sujet traite* est convenable dans un traitement par injection. Cependant, 
des doses supeneures peuvent etre utilises dans la mesure ou on 
n'observe pas d'effet indesirable. 

Les exemples donnas ci-apres montrent l'effet anti- 
infectieux de la 62GPI. Dans certains, on a suivi in vivo l'infection de 
15 souris BALB/C par Leishmania Mexicana Amazonensis, ci-apres 
d<Ssigne* par LMA, parasite humain infectant les macrophages (Mc 
ELRATH M.J., KAPLAN G., MUSVAT A. and COHN, Z.A. 
Cutaneous Leishmaniasis. The defect in T. cell influx in BALB/c mice. 
J. Exp. Med (1987) 165 p. 546). 
20 Preparation de la B2'GPI 

On utilise, comme matiere premiere de depart, un plasma 
humain fraction^ selon le proceed" decrit par KISTLER ET 
NITSCHMAN (Vox Sang. 7, 414-424 (1962)), qui est une m&hode 
ddrivee de celle de COHN. 
25 On part du surnageant IV, qui comprend 40 % (en volume) 

d'dthanol et qui a un pH de 5,85 ± 0,05, on dilue de moitie" le 
% surnageant avec une solution de NaCl a 7 g/1. Le pH est ajuste a 7,45 
± 0,05 avec une solution de soude IN. On preconcentre l'albumine 
jusqu'a 90 g/1 dans une cassette d'ultrafiltration de type "Omega" 
30 (Filtron) mise en oeuvre dans un systeme d'ultrafiltration "Minisette SS 
Cell NPT Cell" (Filtron Techn. Corp.). Cette cassette a une surface 
filtrante de 0,07 m 2 et un seuil de retention de 30 KDa. La circulation 
est assuree par une pompe penstaltique a une pression qui varie de 
2 x 10 5 Pa au ddbut de l'operation a 5 x 10 5 Pa vers la fin. Lorsque 
35 Ton a atteint la concentration de 90 g/1 en albumine, on ajoute a la 
solution d'albumine une solution de NaCl a 9 g/1 et on continue a 
dialyser a volume constant jusqu'a obtenir un taiix d'ahanol inf6rieur a 
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0,1 % en volume. Lorsque l'6thanol a &6 ainsi dlimin6, on poursuit la 
dialyse en concentrant la solution jusqu'a 200 g d'albumine par litre. 
On ajnctA 1p. pH & 7.10 + Q:05~ avec une solution d'acide 
chlorhydrique IN. 

5 La solution d'albumine- ainsi prepared a partir du 

surnageant IV est alors filtr6e stenlement (filtre "Millex-GS" de 0,2 
micron (Millipore)). 

La solution aqueuse brute d'albumine obtenue subit 
d'abord une chromatographic d' affinity. Cette chromatographic est 
10 realised dans une colonne de 50 ml (2,5 cm x 10 cm) (Biorad), charged 
avec un matSriau particulaire vendu par la societe "SIGMA" sous la 
denomination commercial "DEXTRAN BEADS SULFATED". La colonne 
est prealablement equilibree en faisant passer dans le lit 3 volumes de 
colonne de semrn physiologique. La solution d'albumine est alors 
15 envoy£e sur cette colonne. . 

Le deroulement de la chromatographie est suivi en 
mesurant la densite* optique a 280 nm des fractions en sortie de 
colonne. Le ddbit de la colonne est de 16 cm/heure ; la 
chromatographic est effectuee entre 20 et 25° C. 
20 Apres passage de la solution d'albumine, la colonne 

d'affinite" est lav6e avec un tampon consume" de phosphates mono- et 
disodique a 0,01 mole/1, et de chlorure de sodium a 0,15 mole/1 ayant 
un pH de 7,00 ± 0,05 jusqu'a ce que la density optique de I'effluent 
soit infdrieure a 0,1. Les prolines fixees sur la colonne d'affinite* sont 
25 alors eluees, en augmentant la force ionique, par passage d'une solution 
2 M de NaCl. Le lavage et 1'elution sont effectues a temperature 
ambiante; les debits de lavage et dilution etant de 16 cm/h. 

On a effectue\ sur la solution obtenue, une electrophorese 
d6naturante SDS-Page. On a obtenu une composition aqueuse contenant 
30 55 % en poids de fl2'GPI par rapport aux proteines totales. 

La B2'GPI est ensuite separee et purifiee de la facon 
suivante : la composition protemique obtenue par elution de la colonne 
de chromatographie d'affinite* a l'aide d'une solution saline de NaCl a 2 
moles/litre, est diluee 10 fois dans un tampon consume* de phosphates 
35 mono- et disodique, notamment a 0,01 mole/litre, dans des proportions 
donnant un pH de 6,8 ± 0,05. Elle subit alors une chromatographie sur 
gel phosphate. Cette chromatographie est rdalisee dans une colonne de 
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50 ml (2,5 cm x 10 cm) (Biorad), chargee avec un materiau particulate 
vendu par la societe "BIORAD" sous la denomination commerciale 
*BIOG£l7~HTP ii T~~La coloiuie est uigalablemeni e auilibree en faisani 
passer dans le lit 3 volumes de colonne de tampon constitue" de 

5 phosphates mono- et disodique, notamment a 0,01 mole/litre, dans des 
proportions dormant un pH de 6,8 ± 0,05. L'eiuat proteinique de la 
precddente chromatographic, dilue, est alors envoye* sur cette colonne. 
La chromatographic est effectuee avec un delbit d'environ 15 cm/heure 
a une temperature de 20° C. L'effluent est eiimine et le support 

10 chromatographique subit ensuite un lavage effectue" a l'aide d'un 
tampon phosphate, identique a celui ayant servi a equilibrer la colonne. 
Le lavage est maintenu tant que la densite optique de Teffluent est 
supeneure a une valeur pr^ddtermine'e, par exemple 0,1 UDO (unite de 
densite optique). 

!5 La B2'GPI, qui se fixe sur le gel phosphate, est alors dluee 

en augmentant la force ionique, notamment au moyen d'une solution de 
KC1 ayant une concentration voisine de 1M. Cette solution dilution est 
constitute de phosphates mono- et disodique, notamment a 0,01 
mole/litre, dans des proportions donnant un pH de 6,8 ± 0,05 et de 
20 KC1 1 mole/litre. Le deroulement de la chromatographic est suivi en 
mesurant la densite optique a 280 nm des fractions en sortie de 
colonne. Le debit d'equilibrage de la colonne, de charge, de lavage et 
dilution est de 16 cm/h. La chromatographic est effectuee a 20° C. 

L'eiuat est recupere, puis dialyseY de preference dans de 
25 l'eau injectable. La B2'-glycoproteine I isoiee est alors lyophilisde et 
conservee a -25 °C. Au moment de l'emploi, la dose voulue est dissoute 
dans du strum physiologique (NaCl 0,15 M). 

On peut suggerer diverses explications sur l'origine 
de l'effet anti-infectieux inattendu de la B2*GPI, etant entendu que ces 
30 hypotheses he peuvent, en aucun cas, etre considers comme 
susceptibles de limiter T invention. 

On peut, en premier lieu, penser a une reconnaissance du 
non-soi. Celle-ci pourrait etre confirmee par le lien de la B2GPI avec 
des composes viraux qui est decrit dans la demande de brevet francais 
35 93/01 400. La liaison entre B2GPI et l'antigene de surface de HBV a 
ete confirmee (HAIDER MEHDI, M. J. KAPLAN, F.Y. ANLAR, X. 
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YANG, R. BAYER, K. SUTHERLAND and M. E. PEEPLES, 
Hepatitis B Virus Surface Antigen Binds to Apolipoprotein H. J. of 
Virol (199<1) p u 2415r?A74) — — 
On a test6, par ailleurs, la fixation de la B2'GPI sur un certain 

5 nombre d' agents pathogenes fix6s sur lame par acetone a froid. Dans 
chaque cas, la lame subit un lavage au tampon PBS, apres quoi on met 
la preparation en contact avec une B2'GPI marquee par un compose 
fluorescent. Ce contact est maintenu pendant 30 mn a temperature 
ambiante et il est effectue avec des compositions aqueuses contenant 

10 respectivement 2 figlml, 20/ig/ml et 100 fig/ml de proline. On 
effectue ensuite deux lavages de 5 mn chacun au tampon PBS et on 
observe au microscope a ultra-violets les lames ainsi obtenues. On 
constate que des rdsultats positifs sont obtenus avec les agents 

infectieux suivants : 
15 4 protozoals : Entamoeba hystolitica, Toxoplasma gondji, 
Plasmodium falciparum, tous trois positifs jusqu'a la concentration de 
20 figlml ; Leishmania infantum positif jusqu'a la concentration de 
2 /tg/ml. 

2 souches de champignons : Candida krusei, Aspergillus fumigatus 
20 positifs jusqu'a la concentration de 100 jig/ml. 

Cette experience montre le lien de la 152* GPI avec des 
. structures du non-soi autres que les virus et permet de considerer que 
l'activite" anti-infectieuse observee ci-apres avec les Leishmanies 
s'&end a d* autres agents pathogenes tels que ceux cites ci-dessus, 
25 Dans une demande internationale PGT depos^e le meme 

jour que la presente demande par le meme deposant en revendiquant les 
priories francaises n° 94-09528 et 94-09529 du 1/08/94, on a montr6 
l'influence des detergents et de la cardiolipine sur la fixation de la 
B2GPI a des proteines de HTV1 et HIV2, de la toxine anatetanique, et 
30 d'autres protdines de bacteries ou de mycoplasme. 

De plus, on a observe que differents detergents ou 
phospholipides usuels modulent differemment la fixation de B2GPI, 
coupiee a la phosphatase aicaline, notamment sur les proteines de HIV1 
ou HTV2. Par exemple : la p26 de HIV recombinant (TRANSGENE) 
35 est fortement reconnue en presence de cardiolipine, du detergent 
commercialise sous le nom "Tween 80", et faiblement en presence de 



WO 96/04006 



fcT/FR95/01030 



7 

detergent commercialism sous le nom "Triton X100". Les rdsultats 
obtenus indiquent le role primordial de ces composes, et notamment 
des Dho sDholipi de s. Ainsi il peut v avoir des cas paihologicmes ou_Ja_ 
62GPI existe chez le malade mais ou 1' injection d'une substance, qui se 
5 fixe sur I52GPI, par exemple de la cardiolipine ou du dextran sulfate, 
provoquerait l'effet anti-infectieux, en la stimulant, de la B2GPI. 

On peut, en second lieu, penser que la G2GPI intervient 
dans la defense de 1'organisme, sa concentration. plasmatique pouvant 
Stre diminuee lors de T infection, notamment au cours des hepatites 
10 virales (MOZER et autres, Eur. J. of Pediatria (1978), 12S, p. 123- 
128). Mais aussi il est cbnhu maintenant que les enfants qui meurent de 
malaria ont un taux tres faible de B2GPI (JAKOBSEN et autres, 
Infection and Immunity, octobre 1994, p. 4374 - 4379). 

Par ailleurs, elle pr^sente une homologie de 
15 sdquence avec la "virokine", dite aussi "proteine majeure secr6toire" 
du virus de la vaccine (KOTWAL et autres, Nature (1988) 335, p. 176- 
178). Plusieurs articles ont montrg que certaines prolines virales 
6taient des facteurs de virulence car elles ont un effet de blocage des 
defenses non specifiques de 1'organisme. Ainsi, la glycoprotdine CI du 
20 virus de 1'Herpes Simplex (HSV) fonctionne comme un r6cepteur du 
C3b sur les cellules infectees par le virus et inhibe la lyse par le 
complement (HARRIS et autres, J. Infect. Dis. (1990) 162, p. 331- 
337). De meme, le virus de Epstein-Barr (EBV) fonctionne comme un 
r6cepteur du 3eme composant du complement (MOLD et autres, J. 
25 Exp. Med. (1988), p. 949-969). Herpes Virus Saimiri code pour 
une proline denomm6e CCPH (Complement Control Protein 
Homolog) qui montre une homologie de sequences significative avec 
des prolines de regulation connues pour interagir avec le C3b et le 
C4b ; ce virus code aussi pour une autre proline qui montre 48 % 
30 d'homologie avec une proline rdgulatrice de Taction du C9 (Hu 
CD 59) (ROTHER et autres, J. of Virol. (1994), £S, p. 730-737). La 
virokine est connue pour etre un composant important pour la virulence 
in vivo (CHANG et autres, Microbiol. Pathogenesis (1992), J!, p. 49- 
59). Son action est, au moins partiellement, expliquee par les 
35 homologies de sequences (38 %) avec la premiere moitie' du gene de la 
C4BP et par sa liaison avec C3b et C4b qui provoque, in vitro, 
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1'inhibition de Taction du complement (Mc KENZIE et autres, J. of 
Infect. Dis. (1992). 1£6, p. 1245-1250). L' homologie de sequence 
f» n rr ft l a v<ml»"e et la B2GPI pourrait auSiSi eXDlidU er cette virulence si 



cette derniere a un role dans la defense de l'organisme. 
5 En troisieme lieu, l'effet anti-infectieux pourrait etre du a 

son affinity pour les lipides phosphoryies. En effet, dans la Malaria, les 
phospholipides libels par le Plasmodium auraient une action toxique 
hypoglyc^miante et seraient capable d'induire la liberation par les 
macrophages de "tumor necrosis factor" (TNF). La B2'-glycoproteine I 
10 est susceptible de lier ces phospholipides, inhibant leur nocivite 
(TAYLOR et autres, Clin. Exp. Immunol. (1992), 2Q, p. 1-5). 

En quatrieme lieu, l'effet ahti-infectieux pourrait teriir a 
Tinteraction de la B2GPI sur l'Heparane sulfate. En effet, 
Taugmentation de production d'Heparane sulfate dans les tissus en etat 
15 d' inflammation chronique peut provoquer la production par les 
macrophages de prostaglandin E2 (PG E2) ou d' autres substances 
susceptibles de freiner la reaction immune (IHRCKE et autres, 
Immunol. Today (1993), 14, P- 500-505) ; or, il a it€ decrit que la 62- 
glycoproteine I est susceptible de se lier a l'Heparane sulfate (PLZE, et 
20 autres, Int. J. of Biochem (1979), 11, p. 265-270). Une inhibition de 
Taction de l'Heparane sulfate par la B2GP1 est done possible et pourrait 
rendre compte de Taction anti-infectieuse de cette proteine. 

En cinquieme lieu, Teffet anti-infectieux pourrait tenir a 
l'interaction de la B2GPI sur le lysozyme. En effet, la Societe 
25 ddppsante a observe une interaction entre la B2GPI couple a la 
phosphatase alcaline et, d'une part, le lysozyme dans une technique de 
Wostern-blot, (avec 50 mM de tampon ac&ate/acide acetique, 
pH 5,8 ± 0,let 0,5 % de "Triton X100") et, d'autre part, les 
granulations et le cytoplasme des polynucleaires neutrophiles et/ou de 
30 leurs pr6curseurs (myelocytes et metamyelocytes) presents dans des 
preievements de moelle osseuse humaine, ou du sang de di verses 
especes animates (souris, lapins), et ce en utilisant la technique decrite 
pour la mise en evidence de l'interaction entre la B2GPI couplee a la 
phosphatase alcaline et les parasites. L'observation d'une liaison entre 
35 agents pathogenes B2GPI et lysozyme peut corresponds a un 
phenomene de "focalisation" de Tactivite proteolytique lysozomiale sur 
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les agents pathogenes, par I'interm&iiaire de la B2GPI, et done la 
destruction de ces derniers. 

BKHMPLE I ■ : ; 

Prntncole experimental 
5 On injecte par voie sous-cutande dans les coussinets des 

pattes de souris BALB/C une dose d'amastigotes de LMA obtenus par 
culture in vitro selon 1' article de Mc ELRATH et coll. cite* ci-dessus. 
La dose d'amastigotes est mdlang£e a 25 /xl de milieu de culture RPMI 
1640. Le diametre des pattes, qui augmente avec la progression de 

10 1' infection, est mesur6 a differents temps, a l'aide d'un pied a coulisse. 

On a observe 4 souris BALB/C femelles ag£es de 5 
semaines ayant un poids compris entre 10 et 25 g : 

- une souris tdmoin (ST) h'est ni infected ni traitde par la 82'GPI 

- une souris controle (SD) non infectee regoit dans la patte arriere 
15 droite 30 /il d'une solution de 62'GPI dans le s£rum physiologique a 

1 mg/ml (soit 30 fig), 

- une souris (SL) regoit dans chacune des deux pattes arriere 500 000 
amastigotes de LMA, 

- une souris (SDL) regoit simultan6ment : 

20 - dans la patte arriere gauche (SDL/PG) 500 000 amastigotes de 
LMA et 30 n\ de sdrum physiologique, 
- dans la pane arriere droite (SDL/PD) 500 000 amastigotes de 
LMA et 30 d'une solution de 62'GPI a 1 mg/ml (soit 30 fig). 
Resultats 

25 Les diametres des pattes, mesurgs en mm, sont donn6s 

dans le tableau J ei-apres. La figure 1 annexee montre 1' evolution dans 
le temps du diametre moyen des pattes arriere pour chacune des souris 
ST, SD et SL. L'dvolution du diametre de chaque patte arriere de la 
souris SDL est donnee' pour la patte droite SDL/PD et pour la patte 

30 gauche SDL/PG. 
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TAP! .PA TIT 



TT5T 
J PI 






SL 


SD 


ST 


0 






2,2 


2,3 


7 7 


17 


2 


2,5 


2,4- 


2,3 


2,1 


20 


2,3 


2,7 


2,6 


2,3 


2,2 


23 


2,6 


2,4 


2,8 


2,4 


2,3 


41 


4,9 


3,5 


4,3 


2,3 


• 2,2 


54 


4,4 


4,1 


5,4 


2,3 


2,3 


71 


4,5 


4 


7,1 ! 2,4 


2,3 


86 


2,8 


5 


8,9 


2,4 


2,4 


JPI = jours post-infection 



5 

Les r€sultats montrent : 
1) qu'il n'y a pas de difference significative entre les diametres des 

pattes des souris ST et SD, ce qui montre que la 62'GPI seule ne 

provoque pas d' inflammation mesurable ; 
10 2) une augmentation croissante du diametre des pattes de la souris SL 

infectee et non traitSe par la 152'GPI, ce qui montre I'infectiosite" de 

r inoculum de LM A utilisd ; 
3) une faible augmentation du diametre de la patte droite de la souris 

SDL (SDL/PD), notamment apres le 54eme jour ; 
15 4) une augmentation du diametre de la patte gauche de la souris SDL 

(SDL/PG) qui est nettement plus faible que dans le cas de la souris 

SL, ce qui montre que la 82'GPI injected uniquement dans la patte 

droite (SDL/PD) a diffuse" et a agi a distance sur le foyer infectieux 

de la patte gauche (SDL/PG). 
20 Pour confirmer la diffusion de la fi2'-glycoproteine I, on a realise* 

une injection intraperitoneale de 500 fig de 132 'GPI dans la souris 

SDL 71 jours apres infection. Un phenomene de necrose localisee 
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et bien dglimitge de la pane droite (SDL/PD) a gtg observg aprfes 4 
jours, suivi d'u ne retraction de la zone ngcrosge aprfes 6 jours, Au 

LLferoe jour, - le tissu - cicatrioi&l - sous jaocnt gtait visible, le dihinfcU ' b 

de la patte droite se rgduisant (2,8 mm au 86feme jour) v L'injection 
5 pgritongale de B2'GPI a done agi sur Tinfection au niveau de la 
patte droite. 

E XEMP LE2 

Protocole experimental 

II est le meme que dans l'exemple 1, sauf que : 
10 a) r infection a gtg effectuge par injection de 10 millions de 

promastigotes de LMA dans chaque patte arrifcre de 10 souris BALB/G 
males jeunes adultes ; 2 souris tgmoins n'gtaient pas infectges. 

b) la B2'GPI gtait injectge par voie intrapgritongale en 
concentrations variables dans un volume constant de 250 /xl de sgrum 
15 physiologique. 

1) 2 souris ont regu 1 mg de 152'GPI, chacune en deux injections 
intrapgritongales, 55 et 66 jours aprfes infection par LMA, 

2) 1 souris a regu 0,5 mg de B2'GPI en une injection intrapgritongale k 
55 jours, 

20 3) 1 souris a re?u 0,1 mg de B2'GPI en une injection intrapgritongale k 
55 jours, 

4) 1 souris a regu 0,5 mg de 62'GPI en 7 injections , quotidiennes 
intrapgritongales & partir de 55 jours aprfes rinfection par LMA, 

5) 3 souris ont re?u 0,5 mg de B2'GPI en 14 injections 
25 intrapgritongales quotidiennes de 35 fig % partir de 55' jours aprfcs 

T infection, 

6) pour un controle positif de rinfection, 2 souris infectees n'ont pas 
re?udeB2'GPI, 

7) pour un controle nggatif, 2 souris non infectges n'ont pas re?u de 
30 B2'GPL - 

, L' augmentation du diamfctre moyen des pattes & partir du 
jour de la premiere injection de B2'GPI, soit 56 jours aprfcs rinfection 
par LMA, ainsi que les ecarts-type, sont donngs dans le tableau II ci- 
aprfes. 

35 La figure 2 annexee montre les courbes correspondantes et 

. les ecarts-type correspondants. D designe ci-aprfcs la dose de B2'GPI 
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utilise. Cet essai ayant montnS que l'on obtient des rSsultats identiques 
pour les injections de 6,5 mg en petites doses s6quentielies pendant 7 

~ ~ ians la 



^ - 14 - jouf - s - ou-en dose unique 



meme colonne du tableau II (D = 0,5 mg) ci-apres. Par ailleurs, on 
5 n'a observe aucun effet n€faste pour les doses les plus fortes 
(D = 1 mg) qui correspondent pourtant a environ 5 fois la quantite de 
B2GPI circulante chez une souris. 



10 



15 



TABLEAU II 



JPI 


D=lmg 
n=2 


D=0,5mg 
n=5 


D=0,1 mg 
n=l 


D=0 
n=2 


Con- 
trftles 


56 


0 


0 


0 


0 


0 


66 


0.09 ± 0.17 


0.02 ± 0,05 


0.75 ± 0.49 


0,05 ±0,10 


0 


78 


0,08 ± 0,26 


0.04 ± 0,09 


1,10 ± 0,28 


0,053 ± 0,19 


0 


84 


0,09 ± 0.27 


0.03 ± 0,10 


1.85 ± 0,35 


0,75 ±0,26 


0 


91 


0.13 ± 0.32 


0,01 ± 0,013 


2.15 ± 0,07 


0,93 ±0,05 


0 


JPI = Jour post infection 

D = dose de B2'-glycoproteine I 

n — nombre de souris 



Ce tableau montre : 

1) une augmentation riettement plus faible.du diametre des pattes a 84 et 

91 jours apres l'infection entre les souris traitees par des doses de 1 
mg et 0,5 mg et les souris non traitees ou traitees a dose faible (0,1 

2) l'existence, dans cet exemple, d'une dose d'efficacite" maximale de 
0,5 mg par souris. 



20 
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Infprfinn ri* lvmnhnrvfftg ri p rtnnnfiiir gain nar Ip vims flp, 

r?mmunod<*ficicience humain e HIV-1 en presence de B2'GPI et/ou de 

5 cardiolipine (CD 

Des lymphocytes de sujet sain ont 6t6 isolds classiquement par 
gradient de density et centrifugation k travers une solution 
commercialism sous le nom de "Ficoll". Aprfes lavage en milieu 
"RPMI", les cellules ont 6t6 suspendues k raison de 2 x 10 6 par ml 

10 dans un milieu RPMI puis 50 /il ont 6t6 distribu^s dans les puits d'une 
plaque de culture. 50 /xl de B2'GPI, & differentes doses (50; 5; 0,5 fig) 
ont 6t6 prdincubds & 4°C, pendant 30 minutes, avec 100 fi\ de milieu 
RPMI contenant 100 unites infectieuses (dites "TCID 50 ") de HIV1 
souche LAL Le melange a ensuite 6t€ ajout£ aux cellules dans les puits 

15 de la plaque de culture, puis comply en RPMI & 200 /xi contenant 10 
% de s£rum foetal. Les cultures ont enfin 6t€ incub^es k 37°C. Le 
surnageant de culture a 6t6 changd tous les 3 jours et la mesure de 
1-infectivite a 6t6 rdalis^e au 17feme jour de post-infection, par le 
dosage de V enzyme transcriptase reverse (RT) selon le protocole decrit 

20 dans "Current protocols in Immunology", COLIGAN et autres, (NIH), 
vol.2, 12-5-8. 

Pour Tdtude de l'influence des phospholipides sur 1'infection en 
presence de B2'GPI, 20 fig de cardiolipine (CL) ont et£ preincubes avec 
0,5 fig et avec 5 /xg de B2'GPI avant de les ajouter au virus. 

25 La figure 3 montre ractivite de la RT en coups par minute (cpm), 
correspondant & de la thymidine tritiee incorporee en acide nucleique, 
en fonction de la dose de B2'GPL La rdponse des lymphocytes en 
absence de virus (controle negatif) est figure par la ligne de base en 
pointilles. Les histogrammes non ombres repr^sentent 1'activite RT 

30 pour les quantity indiquees de B2 , GPL Les deviations standard sont 
figurdes. Les histogrammes ombres en noir correspondent & 1' addition 
de CL. On a observe environ 50 % d' inhibition de 1'activite RT 
temoignant de T infection virale pour les doses de 5 /ig et 50 fig de 
B2'GPI par essai. A la dose de 0,5 jtg, il y a peu d'inhibition sans CL 

35 mais, il y a environ 80 % d' inhibition en presence de CL, done pour un 
rapport ponderal CL/B2'GPI de 40. 
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ppyf Nmr ations 

5 1 - Utilisation de la B2GPI sous au moins une de ses 

formes pour l'obtention d'un agent anti-infectieux destine au traitement 

des maladies infectieuses. 

2 - Utilisation selon la revendication 1 , caractensee par le 
fait que la B2GPI est utilisee comme agent anti-infectieux in vitro. 
10 3 . Utilisation selon la revendication 1, caracterisee par le 

fait que la B2GPI est utilisee pour l'obtention d'un medicament de 
m6decine humaine ou v6t6rinaire. 

4 - Utilisation selon la revendication 3 pour l'obtention 
d'un medicament destine au traitement d'une maladie infectieuse 

15 incluse dans le groupe forme par l'hepatite B, l'herpes simplex, la 
deficience immunitaire gen^ree par HIV1. HIV2 ou SIV, la 
leishmaniose, le paludisme, la toxoplasmose, l'amibiose, la candidose, 
l'aspergillose, les borellioses. 

5 - Utilisation selon l'une des revendications 1 a 4, 
20 caractensee par le fait que Ton met en oeuvre une 62GPI purifiee ou en 

melange, cette mise en oeuvre pouvant se faire independamment et/ou 
successivement avec au moins uh autre compose injectable et/ou 
biologique. 

6 - Utilisation selon la revendication 5, caracterisee par le 
25 fait que les composes sont choisis dans le groupe forme par les 

detergents, les lipides et les phospholipides. 

7 - Utilisation selon ia revendication 4, pouf l'obtention 
d'un medicament destine au traitement de la leishmaniose. 

8 - Utilisation selon Tune des revendications 1 a 7, 
30 caracterisee par le fait que Ton met en oeuvre la B2GPI sous sa forme 

B2'GPI. 

9 - Utilisation selon l'une des revendications 1 a 8, 
caracterisee par le fait que Ton met en oeuvre la B2GPI sous forme 
d'une composition aqueuse. 
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10 - Utilisation selon Tune des revendications 1 k 9, 

caractdrisde par le fait que Ton utilise une B2GPI extraite du plasma 

saftgttkfr ' fesga & a& : — 1 — 

11 - Composition pharmaceutique contenant, dans un 
5 support pharmaceutiquement acceptable, au moins un agent anti- 

infectieux, caracterisde par le fait qu'elle contient, comme agent anti- 
infectieux, une quantity active de B2GPI sous au moins une de ses 

formes. , 

12 - Composition selon la revendication 1 1 , caractdrisde j 
10 par le fait qu'elle est constitute d'une composition aqueuse j 

administrate par injection k une dose totaie de 8 k 80 mg de 62GPI par 
kg de sujet traitd. 
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